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にされた。 このタンパク質は糖 タンパク質であったことか ら3糖 タンパク質(310CUS
glycoprotein;SLG)とよばれ、自家不和合性の認識と情報伝達に何 らかの関わりがあるこ
とが強 く示唆 された。その後、Rα 伽αoθαにおいて柱頭でのみ発現 し、8遺伝子座に連
鎖 しているセ リン/スレオニン型キナーゼの存在が明らかになった。これも自家不和合性
の認識 と情報伝達に深 く関っていることがわか り、5レ セプターキナーゼ(3receptor
kinase;SRK)と名付けられた。3遺伝子座には5ZGと5盟(以外にも花粉側の産物である、
3CR/8P11などの自家不和合性に関与する遺伝子や 自家不和合性 とは関係 ない遺伝子が
多数散在 してお り、複雑な構造を している。このため8遺 伝子座は3ハ プロタイプと呼
ばれている。
しかし、これ らの成果はFI品種の育成や種子生産 といった農業分野にはほとん ど応用
されていない。そこで筆者は、分子 レベルでの研究成果を現場の育種に利用する最初の
ステップとして、アブラナ科作物の育種にどの程度の8ハ プロタイプの種類が利用 され
ているのかを明確にす ることが重要であると考えた。育種に利用 されている3ハ プロタ
イプの種類は、アブラナ科作物の育成者にとって重要な情報であるが、従来の交配によ
る同定法では多大な労力と時間がかかって しま うため、市販品種における3遺 伝子の同
定は現在 まで試み られ ることがなかった。本研究では、まずアブラナ科の主要作物であ
りながらβ7α∬1cα属の作物ほどDNAレ ベルでの研究がなされていないダイコン εZGの
解析を試みた。そ してPCR-RFLP法を用いて、アブラナ科主要作物の市販品種育成に利
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を試 み た。 き らに、3多 重 遺伝 子族 に含 ま
れ る遺 伝 子 の塩 基 配 列 を解 析 す る こ とに よ
り、 ダ イ コ ン な どBrα∬ノ6α属 に含 まれ な い
ア ブ ラナ 科 植 物 の 系 統分 類 につ い て も検 討
した。
丑oZθzαoθαの ∬Gク ロ「 ンをプ ロー ブ に
用 い 七 ダイ コ ン 自殖29系 統 の ゲ ノ ミ ッ ク
サ ザ ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン を行 い 、18
種 類 の8ハ プ ロ タイ プ を 同定 した(Tablel)。
これ らの うちclassI8ハプ ロタイ プ8種 類
の 塩 基 配 列 を 決 定 し、Bo妙 α6θα 及 びE
π脚 の5ZGと 比較 した。Eo1θ渚αoεα36との
相 同性 は85.6～91.9%で、属 間 の変 異 は種 内
の 変 異 よ り大 き くな か った。 ま た:塩基配 列
か ら推 定 した ア ミノ酸配 列 には 、'S:LGの特
徴 で あ るC末 端側 の12個 の保 存 され た シ ス
テ ィ ン 残 基 と3ヶ 所 の 変 異 に 富 ん だ 領 域
(hypervariableregion)「が.B7α∬∫ α属 と同 じ
位 置 に あ り、ダ イ コン 皿Gに 特 徴 的 な配 列
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は 見 られ なか った。 ダイ コ ン、B.01θ7αoθ及 び β.π脚 のclassl∬Gを用 い て近 隣接 合
(NJ)法で 系統 樹 を作成 した と ごろ 、Eo1θrαcθと8アqραが そ れ ぞれ 独 立 した グル ー プ
を形 成 しな い よ うに、 ダイ コ ン も独 自の グル マ プ を形 成 す る こ とは 奪 か っ た(Fig.1)。
これ らの こ とか ら、鉱Gの 分化 が β7α∬'oαとRq助αηπ∫の属 分 化 の 以 前 に 起 っ た こ とが
示 唆 され た。
第3章 ア ブ ラナ科植 物 の3ハ プ ロ タイ プ 簡 易 同定 法 の開発
キ ャベ ツ(Brassicaoleraceavar.capitataL.)やブ ロ ッ コ リー(Eo1θrαCθαvarj励cα
Plen.)などアブ ラナ 科 作 物 の 市 販 品 種 は 、 そ の ほ とん どが 自家 不 和合 性 を利 用 して 生 産
され たF1ハイ ブ リッ ドで 市め られ て い る。 これ まで に筆 者 らは、PCR-RFLP法に よ りア
ブ ラナ 科 作物 の8ハ プ ロタイ プ の 同定 が 可能 で あ る こ とを示 した。 しか し、 この方 法 に
用 い るPCRプ ライマ ー(PS-5+PS-15)は特 異 性 が 高 い た め に、鋳 型 に用 い'るDNA溶 液
の 純度 が低 い と目的 とす るDNA断 片 の 増 幅 が で きな い こ とが あ る。 さ らに 品種 育 成 や
F,純壌 検 定 に利 用 す る た め に は 、 多 検 体 処 理 へ の 対 応 が 不 可 欠 で あ る。 こ の よ うに
PCR-RFLP法に よ りア ブ ラナ 科 作物 の3ハ プ ロ タイ プ を 同定 す る には 、 爽雑 物 の少 な い
ゲ ノ ムDNAの 簡 易 抽 出法 を
開 発 す る こ とが 必 要 で あ っ た。 血bi。2(b叩。曲 。。fP(皿叫 雌 鍾i。。,伽。。、yb㈲㏄。DNA。窺皿面。職`h曲
PercentageofsuccessfulDNAamplification(%)
PrimerpairMethodseedleafそ こ で 本 研 究 で は 、PCR-RFLP
法 に 適 したDNA抽 出 法 の 検
討 を 行 っ た 。
植 物 体 か らのDNA簡 易 抽
































方 法 が知 られ てい るが 、そ れ らを用 い て種 子及 び葉 か らDNAを 抽 出 し、5ハ プ ロタ イ プ
同 定用 に開発 した プ ライ マ ー を用 い てPCRを 行 い 、DNA断 片 の 増幅 を 調べ た。 そ の結
果 、最 も高 いD:NA増幅 率 を示 した の は 、Ishizawaε'砿(1991)を基 に筆者 らが 開発 し
たNal法 で あ った。 この方 法 は 多検 体 処 理 に も対 応 して お り、PCR-RFLP法に.よる3,ハ
















同定法 を用 い て 左
01θzαcθα の主要野菜
第4章BoJ鋼cω 主要市販品種における3ハ プ ロタイプの分析
ブロッコリー ・キャベ ツ等のEo12zαoθ1こ属す る野菜の市販品種は～そめほとん どが
自家不和合性を利用 して生産 されるF、品種である。ζのようにアブラナ科作物の種子生
































































































































で あ るプ ロ ッコ リ㌣ 及 び キ ャベ ツ の 市販 品種 に お け る3ハ プ ロ タイ プ の種 類 及 び そ の頻、
度 を明 らか にす る こ とを試 み た。
5ZG・3Rκ.を増 幅 す る よ うに設 計 した プ ライ マ ー セ ッ トを用 い てPCR-RFLPを行 い 、
市販 され てい るブ ロ ッコ リー及 び キ ャベ ツF1品種 の3パ プ ロタ イ プ を分析 した。そ の結
果 、実験 に供 した プ ロ ッ ヌ リー31品 種 か らは9種 類 、キ ャベ ツ31品 種 か らぽ15種 類 の
3ハ プ ロタイ プ を検 出 した(Table3・4)。ま た 、 これ らのF1品種 の うち、ブ ロ ッコ リー
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で は94%、 キ ャベ ツで は97%が 単 交配(9ingle-cross)によ り種 子生 産 が行 われ て い る こ
とが わ か った。
第5章 丑r卯 α主要 市 販 品 種 にお け る5ハ プ ロタ イ プ の分 析
ハ ク サ イや カ ブ等B.π脚 に属 す る野 菜 の 自家 不 和 合性 は 、 ブ ロ ッ コ リー や キ ャベ ツ
な どBo1θzαoεαの作 物 と同様 に 、1遺 伝 子 座 の複 対 立 遺伝 子 で あ る3遺 伝 子 に よ り制 御
され てい るが 、そ の種類 や 頻 度 につ い てEo1θ7αoθαの 作物 ほ ど研 究 され て い な い。本 研
究 で は、Eπ脚 に属す る作 物 の育 種 に利 用 され て い る εハ プ ロ タイ プ を 明 らか にす るた
めに 、ハ クサ イ ・ぬ マ ツナ ・チ ン ゲ ンサ イ3カ ブ な どのBz卿 α の 主 要作 物 を用 い て3
ハ プ ロタ イプ の種 類及 び そ の頻 度 を調 べ た。
PCR-RFLP法を用い て 、ハ クサ イ ・コマ ツナ ・チ ン ゲ ンサ イ ・カ ブ のF1品種:の3ハ プ
ロタイ プ を分析 した結 果 、 それ ぞれ9種 類 ・9種類 ・4種類 ・ll種類 の5ハ プ ロタ イ プ
が 、 ハ クサイ ・カ ブの 固 定種 で は 、そ れ ぞれ12種 類 ・13種類 の3ハ プ ロ タイ プ が検 出
で きた(Table5)。また 、そ の 中か ら、新 規 のclassI3ハプ ロタ イ プ4種 類 を見 出 し、853・

































































第6章 ダイコン主要市販品種における3ハ プ ロタイプの分析





や頻度 に関す る研 究






存在す るこ とを示 し
た。その後、サザンハ

































































































育種 に利 用 さ.れて い る3ハ プ ロ タイ プ につ い て は ほ とん ど研 究 され て い ない。 そ こで 、
本 研 究 で はPCR-RF:LP法を用 い て 、市販 品種 に利 用 され て い る3ハ プ ロ タイ プ の種類 や
頻 度 を明 らか にす る ζ とを試 み た 。
国 内 で販 売 され て い る ダイ コ ン主 要64品 種 をPCR-RFLP法で 分析 し、classI7種類 ・
.
class皿3種類 ・未 定5種 類 の 計15種 類の5ハ プ ロタ イ プ を検 出 した(Table6)。分析 に.
用 い た 品種 の 中で 、単 交 配 《串inglecross)で種 子 生 産 が行 わ れ て い るの は35品 種(55%)
で 、他 の ア ブ ラナ 科 の 作物 が90%を 超 え て い るの と比 較.する と極 端 に低 く、ダイ コンの
F,品種 の 種 子 生産 で は三 元(中ree-way)あるい は 四元 交 配(doublecross)が広 く行 わ れ
て い る こ と示 した。
第7章 総合考察
本研究で用いた8が プロタイプの同定法は、砿Gの 多型を利用 したものである。最近
の研究により、3ハプロタイプの中に複数の 泓Gが 存在するものや 翫Gが 存在 しないも
一139一




密に連鎖 していることが知 られてお り、分離世代を見てもそれ らに組換えが起こったと
い う報 告 は今
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が少ないので除外)と ほぼ同 じタうな値になった・また・3ハ プロタイプの頻度 もほと
んどの作物で上位3～4種 類の3ハ プロタイプが60%以上を占めていることが示 された
(Fig.2)。この原因のひとつとして、それぞれの作物の育成者が育種素材を固定種や野
生種ではなく、F1品種に求 めていることが考え られる。FI品種が普及する前の固定種や
野生集団には50種類以上の3ハ プ ロタイプが存在 したものと考えられる。Fl品種が普
及 し始めてか ら僅か3～40年しか経過 していないにもかかわ らず、3ハプロタイプの種
類は1/3～1/4に減少 したことになる13イ＼プロタイプの種類が減少することは、F1品種
の育成や種子生産には不利になることが多い。 さらに3ハ プロタイプの種類が少ないこ
とは、遺伝資源の変異幅 も狭まっていることを意味 してい ると考えられる。作物 中のゲ
ノムの多様性が失われると、Fl育種の利点であるヘテロシスが期待できなぐなるだけで
な く、近交弱勢を懸念 しなくてはならない。育成者 は積極的に8ハ プロタイプの種類 を
増やす努力をすることが必要である。
本研究に用いた何れの作物 において も、classH3ハプロタイプの頻度が高かつた。
class皿3ハプロタイプは、 自家不和合性の発現が弱い とい う報告があり、FI種子の生産
において自殖種子が混入す る原因となるため、Fl品種育成上は好ま しくない形質である。
それにもかかわらずFI品種で、classH3ハプロタイプが頻繁に用いられるのは、種子生産
上あるいは育成上有用な形質がこの ∫遺伝子座またはその周辺に存在 している可能性 を





成の初期段階でできるだけ多 くの3ハ プロタイプを確保 しなくてはな らない。また、3
ハプロタイプ間の優劣関係 も把握 してお く必要がある。本研究では、ダイコン市販品種
の中か ら23個の3ハ プロタイプを見出 したが、これ らの交配を行 っていないため8ハ
プロタイプ問の優劣関係についての情報は得 られていない。ダイコンでもEo伽 αoθαで
作成されたような3テ スターラインを作成す ることと、交配試験により3ハ プロタイプ
問の優劣関係を明らかにしていくことが、 これからの重要な課題である。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
自家不和合性の分 子機構 の解 明は,ア ブ ラナ科植物 において1980年代以 降急 速 に進歩 し,花 粉 と
雌蕊 の自己認識 に関わ るタ ンパ ク質 とその遺伝子が明 らかにされ た。一 方,自 家不和 合性 は,ア ブラ
ナ科野菜 にお いて はF1ハ イブ リッ ド品種 の種子を生産 するために有効 に利 用 されてい る。本研究 は,
Brα88εcα属野 菜 と同様 に重要 な野 菜 であ りなカ§ら自家不 和合性 の研 究 が 進 ん で い な い ダイ コ ン
(Rαpんαππ8属)の8ハ プ ロタイプの遺伝子 の塩基配列を比較 解析 し,8ハ プ ロタイプの同定技 術 を
開発す る とと もに,Brα88εcα属野菜 とダイコンの主要F正ハ イブ リッ ド品種 に利用 されて いる8ハ プ
ロタイプの調査を行 い,現 在 のF1ハ イ ブ リッ ド育種の問題点 を指摘 した ものであ る。
8L(亨遺伝子 をプ ローブと したゲノムDNAプ ロッ ト分析 によりダイ コ ンの18種類 の8ハ プ ロ タイ
プを同定 し,そ の うち8種 類 について8Lσ 遺伝子 の塩基配列 を決定 した。8種 類 の塩基 配列 はいず
れ もBrα88`CαoZerαceα8L(享と相同性が高 く,系統樹 を作成す るとBrα88`Cα01erαceα及 びβrα88'Cα
rαpαの8LOと 独立 した グループを形成 しないことか ら,ダ イコ ンの 自家不和合性 はBrα88εcα属 と
`類似 した遺伝子 によ り支配 されてい ることを明 らか に し
,そ の8ハ プ ロタイプ分化 はBrα8sεcα属 と
Rαpんαπ認 属の分化以前 に起 こった ことを示唆 した。
自家不和合性 の分子 レベルでの研究成 果を利用 してF1ハイブ リッ ド育種 の効率化 を図 るため、飢 σ
遺伝子 や8EK遺 伝子 のPCR-RF正P分析 による8ハ プロタイプの同定技術 を開発 した。 さ らに この
技術 を改 良す るため,種 々のDNA抽 出法を検討 し,NaI法を用 いる ことで葉だ けで な く種子か らも
PCR-RFLP分析 に利用可能 なD]NAを抽 出できることを示 した。
キ ャベ ツ,ブ ロッコ リー,ハ クサイ,カ ブ,及 び ダイ コンの主要F1ハ イブ リッ ド品種の8ハ プ ロ
タイ プを開発 した簡易 同定技術 を用 いて同定 した。 キ ャベッで は15種類,ブ ロ ッコ リーで は9種 類,
ハ クサ イで は9種 類,カ ブで は11種類,ダ イコ ンで は15種類 の8ハ プロ タイプを検 出 した。F1ハ
イ ブ リッ ド品種の8ハ プロタイ プの数 が在来品種 に存在 する8ハ プ ロタイ プの数 に比 べ少 な いだ け
で な く,一 部の8ハ プロタイプが偏 ってよ く利用 されてい ることを明 らか に した。 この ことは,F1
ハ イブ リッ ド品種の育 種素材 と して,既 に育成 されたF」ハイ ブ リッ ド品種が繰 り返 し利 用 され て い
ることを示唆す る。
以上 のよ うに本研究 は,ア ブラナ科野菜 のF1ハ イブ リッ ド品種 に利用 されてい る8ハ プ ロ タイプ
の種類が限 られて いることを明 らか に して,多 数 の8ハ プ ロタイプの維 持 の重 要 性 を指 摘 した もの
で あ り,学 術的 な意義 が大 きいだ けでな く,8ハ プロタイプの簡易同定技術 を開発 して,実 際 の育 種
の場 で有用 な技術 と情報 を提供 した もので ある。 よって審査員一同 は本論文 は博 士(農 学)の 学位 を
授与 す るに値 す る内容 であ ると判定 した。
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